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第一部分 用 GAP 启动子在毕赤酵母中的组成型表达鼠羧肽酶 B 
摘   要 
羧肽酶原 B 由胰腺细胞分泌，起初以含信号肽及前肽的前羧肽酶原 B
（preprocarboxypeptidase B）形式存在，在转运至内质网的过程中被信号肽酶切
除掉信号肽而形成无活性的羧肽酶原 B（procarboxypeptidase B，proCPB），羧肽
酶原 B 在小肠经胰蛋白酶特异水解剪切前肽后而被活化成羧肽酶 B。 
羧肽酶 B（carboxypeptidase B，CPB）是一类可水解蛋白或多肽底物 C-端





等和 Li 等分别研究了鼠 CPB 在大肠杆菌中的原核表达。Eaton 等和 Ventura 等曾
在毕赤酵母（Pichia pastoris）中分别表达了人血浆羧肽酶原 B 和猪胰腺羧肽酶
原 B。王德解等利用巴斯德毕赤酵母 pAOX1 系统诱导表达了鼠羧肽酶原 B，为
探索利用 GAP 启动子（pGAP）取代 AOX1 启动子(pAOX1)的重组质粒在巴斯德
毕赤酵母（Pichia pastoris）中组成型表达鼠羧肽酶原 B 的可能性，本实验试图
利用巴斯德毕赤酵母 pGAP 系统组成型表达鼠羧肽酶原 B。 
本实验中，根据 GAP 启动子目的基因的序列设计上下游引物，应用 PCR 技
术以质粒 pIB2 为模板扩增了 GAP 启动子基因片段，在目的基因的两端分别引入
SacⅠ和 BamHⅠ两个酶切位点，将 GAP 启动子基因片段取代诱导型质粒
pPIC9K-proCPB 上 的 AOX1 启 动 子 基 因 片 段 构 建 组 成 型 表 达 质 粒
pGAPK-proCPB。用 BglⅡ线性化 pGAPK-proCPB 重组质粒后，经电击转化到巴
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表达，并在 α-因子信号肽的引导下成功地分泌到胞外。表达产物经过疏水、离子
交换层析纯化后，获得了重组 proCPB 目的蛋白。 
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Constitutive Expression of proCarboxypeptidase B in 
Pichia pastoris Using the GAP Promoter 
Abstract 
Naturally occurring rat carboxypeptidase B is produced from a precursor protein, 
preprocarboxypeptidase B, containing a 108 amino acid long N-terminal extension, 
which included the signal sequence (13 amino acid) and an activation peptide (95 
amino acid). During transport of preprocarboxypeptidase B to the endoplasmatic 
reticulum, the signal peptide is cleaved off; the resulting enzymatically inactive 
proCPB precursor is secreted from the cell. The active CPB is then formed by 
cleavage of the activation peptide by trypsin in small intestine. 
Carboxypeptidase B(CPB) (EC 3.4.17.2) is a metalloenzyme, which contains one 
zinc atom per molecule and selectively hydrolyzes Arginine and Lysine from the 
carboxyl terminus of protein or peptides.CPB has been widely used for commercial 
and research purposes now, such as in protein sequence analysis, C-terminal trimming 
of proteins and peptides, and in the diagnosis of acute pancreatitis. In the activation of 
proinsulin to insulin, CPB was one of the two necessary enzymes, trypsin and CPB. 
However, commercially available CPB purified from porcine pancreas was very 
expensive, and was not totally free of other proteases, such as trypsin and 
chymotrypsin.CPB also can obtained by the engineering methods except for purifying 
from pancreas.Hratman et al and Li et al published the expression and purification of 
rat proCPB in Escherichia Coli respectively.Eaton et al and Ventura et al cloned and 
expressed human plasma proCPB and porcine proCPB in the methylotrophic yeast 
Pichia pastoris.Wang D J et al published the expression and purification of SD rat 
proCPB in the methylotrophic yeast Pichia pastoris using the AOX1 promoter.We 
amplify the GAP gene promoter from plasmid pIB2,construction of constitutive 
expression vector and the pGAP controlled constitutive expression of  
procarboxypeptidase B in Pichia pastoris in order to evaluate its possibility as an 
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In this experiment, the sense and anti-sense primes were designed according to 
the synthesized gene sequence of the GAP promoter. Sac I and BamH I enzyme sites 
were cloned in the 5’ and 3’ terminals.The GAP gene of promoter was amplified by 
PCR from plasmid pIB2 and used to replace the AOX1 promoter(pAOX1) on plasmid 
pPIC9K-proCPB . A recombinant plasmid pGAPK-proCPB was constructed. It was 
linearized with the enzyme BglⅡand transformed into the Pichia pastoris GS115 
competent cell by electroporation, and spread on MD plate. Positive clones were 
screened by HIS4 selectable marker and PCR. The genetic engineered strain 
pGAPK-proCPB/GS115 was cultured in a medium with a final concentration of 0.2% 
glucose. Recombinant proCPB was successfully expressed in Pichia pastoris for the 
first time,and could be secreted into the culture supernatant .The recombinant proCPB 
was effectively purified with anion exchange chromatography DEAE-FF and 
hydrophobic interaction chromatography Phenyl FF. 
 

























将胰岛素原活化成胰岛素的过程中也要依赖羧肽酶 B 的切割。 





[2]。羧肽酶原 B 的分子量为 46 kDa，由 401 个氨基酸组成；而羧肽酶 B 分子量
为 35 kDa,有 306 个氨基酸组成。 
目前，商业上使用的羧肽酶 B 大都从胰腺组织中直接提取得到的；不仅价
格昂贵，而且并不完全排除其它蛋白酶。除了从胰腺组织中直接提取外，羧肽酶
B 也可通过基因工程途径获得。利用基因工程表达的重组 CPB 可获得较高的表
达量，重组产物经纯化后蛋白纯度可达 95％以上，且有较高的生物活性。Eaton
等[3]和 Ventura 等[4]曾在毕赤巴斯德（Pichia pastoris）酵母中分别表达了人血浆
羧肽酶原 B 和猪胰腺羧肽酶原 B。Hartman 等[5]、Li 等[6]研究了鼠 CPB 在大肠杆

































基因在 pGAP 的调控下可以在稀释率为 0.83/天的条件下连续表达超过 1 个月，
表达量稳定在 300mg/L。Döring F[10]等研究发现，在葡萄糖为碳源的培养基中，
肾转肽蛋白（rPEPT2）在 pGAP 调控下的表达量是 pAOX1 调控下的 5 倍。所以，
采用 pGAP 启动子在巴斯德毕赤酵母组成型表达外源蛋白正得到了越来越多的
应用。 
本实验通过以质粒 pIB2 为模板，PCR 扩增得到 GAP 启动子基因片段，将



























限制性内切酶BamHI、EcoR I、BglⅡ、Pyrobest DNA Polymerase，rTaq DNA 
聚合酶、T4 DNA连接酶,均购自宝生生物工程（大连）有限公司 
1.1.2.2 核酸及蛋白分子量标准 
     核酸分子量标准 Marker DL 2000、DL 15000 购自大连宝生生物工程（大连）
有限公司；蛋白分子量标准 Marker（14.4、20.1、30.0、45.0、66.0、97.0 kDa）





琼脂糖                           Promega 公司 
蛋白胨                           Oxoid 公司 
酵母抽提物                       Oxoid 公司 
酵母基础氮源（YNB）             Difco 公司 
生物素（biotin）                  Sigma 公司 
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D-葡萄糖（D-Dextrose）            Sigma 公司 
考马斯亮蓝 R－250                AMRESCO 公司 
溴酚蓝                           AMRESCO 公司 
过硫酸铵                         AMRESCO 公司 
TEMED                          AMRESCO 公司 
氨苄青霉素                       华北制药股份有限公司 
尿素                             Amresco 公司 
其余试剂为国产或进口分析纯试剂 
1.1.3 引物设计与合成 
GAP1(SacI): 5’GCGAGCTC AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTG 3’ 
GAP2(BamHI): 5’CGGGATCCATAGTTGTTCAATTGATTGAAATAGGGAC 3’ 
RCPB6(EcoRI) : 5’CGGAATTCTTAATATAGATGTTCTCGGACATAATT 3’ 
以上引物由上海生工生物技术有限公司合成，划线部分为酶切位点。 
1.1.4 主要仪器 
  电转仪                              Bio-Rad 公司 
Millipore 纯水器                      Millipore 公司 
Millipore 抽真空泵                    Millipore 公司 
TH-300 梯度混合器                   上海沪西分析仪器有限公司 
HD－5 电脑紫外检测器                上海沪西分析仪器有限公司 
TS－2000A 脱色摇床                  江苏海门麒麟医用仪器厂 
BT－300H 恒流泵                     保定兰格恒流泵有限公司 
SL-2 数控层析冷柜                    北京四环科学仪器厂 
月坛洁净工作台                       京冠鹏净化设备有限公司 
SHIMADZA BL-620S 电子天平          日本岛津公司 
Satorius 电子分析天平                  德国 Satorius 公司 
DYY-2C 核酸电泳仪                   北京六一仪器厂 
DYCZ-30 蛋白电泳仪                  北京六一仪器厂 













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
